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DESCRIPCION
Método in vitro para detectar enfermedad renal
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo médico. En particular, la presente invencidn se refiere al uso in vitro de los
niveles de proteina TRAF3, determinados en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de
muestras de sangre obtenidas de donantes sanos y de pacientes, para detectar enfermedad renal, para predecir la
respuesta de pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento con analogos o derivados de la vitamina D,
0 para decidir o recomendar si se debe tratar a pacientes que padecen enfermedad renal con analogos o derivados
de la vitamina D.

Estado de la técnica

La enfermedad renal crénica (ERC) es un tipo de enfermedad renal en la que hay una pérdida gradual de la funcion
renal a lo largo de un periodo de meses o afos. En una etapa temprana, normalmente no hay sintomas. Sin
embargo, en una etapa posterior, puede desarrollarse hinchazdn de las piernas, sensacion de cansancio, vomitos,
pérdida de apetito o confusion. Las complicaciones pueden incluir cardiopatia, hipertensién arterial, enfermedad
0sea 0 anemia.

Las causas de la ERC incluyen diabetes, hipertension, glomerulonefritis y enfermedad renal poliquistica. Los
factores de riesgo incluyen antecedentes familiares de la afeccion. El diagnostico generalmente se realiza mediante
analisis de sangre para medir la tasa de filtracion glomerular y analisis de orina para medir la albumina. Se pueden
realizar pruebas adicionales, como una ecografia 0 una biopsia de rifidn, para determinar la causa subyacente.

Se recomienda realizar pruebas de deteccidon a las personas en riesgo. Los tratamientos iniciales pueden incluir
medicamentos para controlar la presion arterial, los niveles de azicar en sangre y reducir el colesterol. Se deben
evitar los AINE. Otras medidas recomendadas incluyen mantenerse activo y ciertos cambios en la dieta. La
enfermedad grave puede requerir terapias de reemplazo como hemodidlisis, dialisis peritoneal o un trasplante de
riidn. También pueden ser necesarios tratamientos para la anemia y enfermedad osea.

La ERC afecté a 753 millones de personas en todo el mundo en 2016, incluidos 417 millones de mujeres y 336
millones de hombres. En 2015 provocod 1,2 millones de muertes, frente a 409.000 en 1990. Las causas que
contribuyen al mayor nimero de muertes son la hipertension arterial con 550.000, seguida de la diabetes con
418.000 y la glomerulonefritis con 238.000.

El diagnéstico de ERC se basa en gran medida en los antecedentes, la exploracién y la tira reactiva de orina:
filtracion glomerular y/o albuminuria normalizada con respecto a los niveles o la concentracidn de creatinina urinaria.
Es importante diferenciar la ERC de la lesion renal aguda (LRA) porque la LRA puede ser reversible. Una pista de
diagnostico que ayuda a diferenciar la ERC de la LRA es un aumento gradual de la creatinina sérica (a lo largo de
varios meses o afios) en lugar de un aumento repentino de la creatinina sérica (varios dias 0 semanas). En muchos
pacientes con ERC, ya se conocen una enfermedad renal previa u otras enfermedades subyacentes. Un numero
importante de pacientes presentan ERC de causa desconocida. Los pacientes pueden progresar de la ERC a dafio
renal terminal (ERT).

Ademas de controlar otros factores de riesgo, el objetivo de la terapia es ralentizar o detener la progresién de la
ERC. El control de la presion arterial y el tratamiento de la enfermedad original son los principios generales del
tratamiento.

Hoy en dia, la definicion de biomarcadores fiables de la progresion de la enfermedad renal y el tratamiento eficaz de
la misma es una necesidad clinica insatisfecha.

Se ha identificado la referencia [TRAF3 delays cyst formation induced by NF-KB signaling. Sun L, Hu C, Zhang X.
IUBMB Life. Marzo de 2017;69(3):170-178. doi: 10.1002/iub.1601. Epub de 10 de febrero de 2017], pero el enfoque
divulgado en la misma difiere claramente de la presente invencién. Sun L., ef al. 2017 solo proporcionan
experimentos in vifro en una linea celular transformada en la que la proteina TRAF3 se sobreexpresa para
determinar su asociacion con la proliferacion celular y la apoptosis, ambas caracteristicas de la poliquistosis renal.
Tenga en cuenta que la enfermedad renal, particularmente la ERC, analizada en la presente invencion puede
considerarse como una indicacion médica diferente en comparacidén con la poliquistosis renal. Cabe sefalar que la
ERC se caracteriza por inflamacion y fibrosis, mientras que no se ha informado de apoptosis en la ERC humana. De
hecho, la policitosis renal es una enfermedad renal hereditaria muy especifica que tiene una etiologia genética
autosémica dominante. Esto ocurre debido a mutaciones en los genes PKD1 o PKD2, que codifican para las
proteinas policistina-1 y policistina-2 (PC-1 y PC-2). Por otro lado, tenga en cuenta que Sun L., ef al. 2017 no
proporcionan conclusiones confiables y reproducibles. Es importante considerar que en Sun L., ef al. 2017 no se han
utilizado controles habituales como reactivos de transfeccion aislados o vectores vacios, por lo que los resultados
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proporcionados en esta publicacion con respecto a la sobreexpresion de TRAF3 podrian no ser concluyentes.
También es importante sefalar que, si bien en la presente invencion los niveles de proteina TRAF3 se miden en
pacientes con ERC, los niveles renales de TRAF3 en rifiones lesionados no se determinan en Sun L., ef al. 2017.
Por ultimo, pero no menos importante, tenga en cuenta que en la presente invencidon se utilizan muestras
minimamente invasivas porque los niveles de TRAF3 se determinan en células sanguineas obtenidas de pacientes
con ERC. En consecuencia, el método descrito en la presente invencién es un procedimiento no invasivo, que
permite monitorear a los pacientes midiendo los niveles de TRAF3 a lo largo del tiempo. Sin embargo, Sun L., ef al.
2017 guarda completo silencio sobre la posibilidad de utilizar muestras de sangre.

Asi, la presente invencion se centra en proporcionar una soluciéon a una clara necesidad médica no cubierta, que es
el hallazgo de biomarcadores fiables de la progresion de la enfermedad renal y el tratamiento eficaz de la misma. La
presente invencidén resuelve este problema utilizando niveles de proteina TRAF3, determinados en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas del paciente, para detectar
enfermedad renal, para predecir la respuesta de pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento con
analogos o derivados de la vitamina D, o para decidir o recomendar si se debe tratar a pacientes que padecen
enfermedad renal con analogos o derivados de la vitamina D.

Descripcidén de la invencién

Breve descripcidn de la invencion

La presente invencidn muestra claramente (ver ejemplos 1 y 2) que los niveles de proteina TRAF3 se reducen
significativamente en pacientes que padecen enfermedad renal en diferentes escenarios: 1) en células
mononucleares de sangre periférica (PMBC) de pacientes con ERT frente a sujetos sanos, 2) en tejido renal
procedente de modelos animales en los que se indujo dafio renal mediante la administracion de TWEAK, acido félico
(AF) u obstruccion ureteral unilateral (UUO) (3 modelos diferentes y aceptados de ERC experimental) y 3) estudios
in vitro desarrollados en células epiteliales tubulares (células renales representativas de origen humano [HK2] o
murino [MCT]) y células mononucleares de sangre periférica (PMBC) en las que se indujo dafio renal mediante la
administracion de TWEAK. Ademas, la presente invencidon también demuestra que el uso de andlogos o derivados
de la vitamina D, por ejemplo, paricalcitol, da lugar a un aumento de los niveles de proteina TRAF3 lo que provoca
una respuesta terapéutica positiva en el dafio renal inducido por TWEAK u otro tipo de modelos de lesiéon renal
aguda (LRA) o enfermedad renal cronica (ERC). En este caso, se observd una reduccion de la expresion de
marcadores proinflamatorios asociados con el dafio renal, incluida una nueva modulacion terapéutica de la ruta de
sefalizacion NF-kB2.

Particularmente, la primera realizacion descrita en el presente documento se refiere a un método in vitro para
determinar el nivel de proteina TRAF3 en un paciente que comprende: a) aislar células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) a partir de muestras de sangre obtenidas del paciente, y b) determinar el nivel de TRAF3
mediante el uso de reactivos capaces de detectar TRAF3.

La segunda realizacion de la presente invencion se refiere a un método in vitro para detectar enfermedad renal que
comprende: a) determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 siguiendo el método de la primera realizacion, y b)
en el que si el nivel determinado en el paso (a) es estadisticamente inferior al nivel determinado en sujetos de
control sanos, esto es una indicaciéon de que el paciente padece enfermedad renal.

La tercera realizacién de la presente invencion se refiere a un método in vitro para predecir la respuesta de
pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento con analogos o derivados de la vitamina D que
comprende:; a) determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 siguiendo la primera realizacion después de la
administracion del analogo o derivado de la vitamina D, y b) en el que si el nivel determinado en el paso (a) es
estadisticamente superior al nivel de expresidn determinado antes de la administracidn del analogo o derivado de la
vitamina D, esto es una indicacion de que el paciente responde al tratamiento.

La cuarta realizacién de la presente invencion se refiere a un método in vitro para decidir o recomendar si se debe
tratar a pacientes que padecen enfermedad renal con analogos o derivados de la vitamina D que comprende: a)
determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 siguiendo la primera realizaciéon, y b) en el que si el nivel
determinado en el paso (a) es estadisticamente inferior al nivel determinado en sujetos de control sanos, se
recomienda un tratamiento con analogos o derivados de la vitamina D.

La sexta realizacion de la presente invencion se refiere al uso in vitro del nivel de proteina TRAF3 determinado en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas del paciente para
detectar enfermedad renal, para predecir la respuesta de pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento
con andlogos o derivados de la vitamina D, o para decidir o recomendar si se debe tratar a pacientes que padecen
enfermedad renal con analogos o derivados de la vitamina D.

La séptima realizacidn que no forma parte de la presente invencion se refiere a un kit adecuado para medir el nivel
de TRAF3 en un paciente que comprende: a) herramientas para aislar células mononucleares de sangre periférica
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(PBMC) a partir de muestras de sangre obtenidas del paciente; y b) reactivos capaces de detectar TRAF3.

La octava realizacion que no forma parte de la presente invencion se refiere al uso del kit definido anteriormente
para detectar enfermedad renal, para predecir la respuesta de pacientes que padecen enfermedad renal a un
tratamiento con analogos o derivados de la vitamina D, o para decidir o recomendar si se debe tratar a los pacientes
que padecen enfermedad renal con analogos o derivados de la vitamina D.

En una realizacién preferida, la enfermedad renal se manifiesta clinicamente como lesiéon renal aguda (LRA) o
enfermedad renal crénica (ERC), o la enfermedad renal ha progresado a una enfermedad renal terminal (ERT). Para
la interpretacion de los términos citados anteriormente LRA, ERC y ERT, consulte la siguiente publicacion cientifica:
[The Spanish Society of Nephrology (SENEFRO) commentary to the Spain GBD 2016 report; Keeping chronic kidney
disease out of sight of health authorities will only magnify the problem. Ortiz A, Sanchez-Nifio MD, Crespo-Barrio M,
De-Sequera-Ortiz P, Fernandez-Giraldez E, Garcia-Maset R, Macia-Heras M, Pérez-Fontan M, Rodriguez-Portillo M,
Salgueira-Lazo M, Sanchez-Alvarez E, Santamaria-Olmo R, Simal-Blanco F, Pino-Pino MD. Nefrologia. Enero-
febrero de 2019;39(1):29-34.doi: 10.1016/j.nefr0.2018.09.002. Epub de 28 de noviembre de 2018].

Para los fines de la presente invencion, se definen los siguientes términos:

e El término “que comprende” significa que incluye, pero no se limita a, todo lo que sigue a la palabra “que
comprende”. Por tanto, el uso del término “que comprende” indica que los elementos enumerados son requeridos
u obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden estar presentes 0 no.

e Por “que consiste en” se entiende que incluye, y se limita a, lo que sigue a la expresion “que consiste en”. Por
tanto, la expresion “que consiste en” indica que los elementos enumerados son requeridos u obligatorios y que
no puede haber otros elementos presentes.

e Un valor de “referencia” puede ser un valor umbral o un valor limite. Normalmente, un “valor umbral” o “valor
limite” se puede determinar de forma experimental, empirica o teorica. También se puede seleccionar
arbitrariamente un valor umbral basandose en las condiciones experimentales y/o clinicas existentes, como
reconoceria un experto habitual en la técnica. El valor umbral debe determinarse para obtener la sensibilidad y
especificidad 6ptimas segun la funcidon de la prueba y el equilibrio beneficio/riesgo (consecuencias clinicas de
falsos positivos y falsos negativos). Preferiblemente, el experto en la técnica puede comparar los niveles de
TRAF3 obtenidos segun el método de la invencion con un valor umbral definido. Ademas, para establecer estos
valores umbral se puede utilizar la medicidn retrospectiva de los niveles (o puntuaciones) de TRAF3 en muestras
historicas de sujetos debidamente almacenadas. El término “nivel de control de referencia”, segun la presente
invencién, puede hacer referencia a dos situaciones diferentes:

o “Nivel de TRAF3 determinado en pacientes que padece enfermedad renal”. En este sentido, el paciente
se habria tratado con éxito con andlogos o derivados de la vitamina D si el nivel de TRAF3 después de
la administracién del tratamiento es estadisticamente superior en comparacion con el nivel determinado
en pacientes de control que padecen enfermedad renal.

o “Nivel de TRAF3 determinado en sujetos de control sanos”. En este sentido, los pacientes serian
identificados como pacientes que padecen enfermedad renal, y en consecuencia seleccionados para
recibir un tratamiento con un analogo o derivado de la vitamina D, si su nivel de TRAF3 es
estadisticamente inferior en comparacion con el nivel determinado en sujetos de control sanos.

e Por “dosis o cantidad terapéuticamente eficaz’ de una composicion que comprende analogos o derivados de la
vitamina D se entiende una cantidad que, cuando se administra como se describe en el presente documento,
produce una respuesta terapéutica positiva en un sujeto que tiene enfermedad renal. La cantidad exacta
requerida variara de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, edad y estado general del sujeto, la gravedad
de la afeccidén que se esta tratando, el modo de administracion y similares. Un experto habitual en la técnica
puede determinar una cantidad “eficaz” apropiada en cualquier caso individual utilizando experimentacion de
rutina, basandose en la informacion proporcionada en el presente documento.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. El paricalcitol restauré TRAF3 en varios modelos de dafo renal. Evaluacion de los niveles de TRAF3 en
dafo renal experimental, evaluado mediante inmunotransferencia de tipo Western. A. Los ratones se trataron con
750 ng/kg/dia de paricalcitol comenzando 48 horas antes de la administracién de 0,5 ug de TWEAK y se sacrificaron
24 horas después. B. Los ratones se trataron con 25 ug/kg/dia de paricalcitol, comenzando 24 horas antes de 300
mg/kg de acido félico (AF) o vehiculo (bicarbonato de sodio 0,3 mol/l), y se estudiaron después de 24 horas. C. Los
ratones se trataron con 750 ng/kg/dia de paricalcitol, comenzando 48 horas antes de la obstruccion ureteral
unilateral (UUO) y se estudiaron después de 5 dias. D. Paricalcitol restablecio los niveles de TRAF3 en células
estimuladas por citoquinas. Se pretrataron células tubulares humanas (HK2) (D) o PBMC de donantes sanos (E) con
paricalcitol (15 umol/l) 48 horas antes de la estimulacion con TWEAK (100 ng/ml) durante 24 horas. Niveles de
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proteina TRAF3 mediante inmunotransferencia de tipo Western. Datos expresados como media £+ EEM de 6-8
animales por grupo o de 3 experimentos in vitro. *p<0,05 frente al control; #p<0,05 frente a células de ERT o células
de rifon lesionado o tratadas con TWEAK.

Figura 2. La sobreexpresion de TRAF3 imita las acciones del paricalcitol. La sobreexpresion de TRAF3 se logrd en
células cultivadas utilizando un plasmido de ADN activador TRAF3/CRISPR/Cas9. Las células HK2 se estimularon
con TWEAK soluble humano recombinante 100 ng/ml. En algunos experimentos, las células se preincubaron
durante 48 horas con paricalcitol 15 umol/l antes de la estimulacion con TWEAK. A. Los niveles de ARNm de TRAF3
aumentan en células transfectadas con el plasmido de activacidon de TRAF3 CRISPR/Cas9 segun lo evaluado
mediante PCR en tiempo real. B. La activacion de la ruta de NF-kB2 se evalud mediante inmunotransferencia de tipo
Western de la subunidad p52 de NFkB2 y la citocina CCL21A regulada por NFkB2. C y D. La expresidon génica en
MCT de los factores proinflamatorios CCL2, CCL5 e IL-6 (C) o CCL21A y CCL19 (D) se evalué mediante PCR en
tiempo real. Datos expresados como media £ EEM de 3-5 experimentos independientes. *p<0,05 frente al control,
#p<0,05 frente a células tratadas con TWEAK.

Figura 3. El paricalcitol restablecié los niveles de TRAF3 en pacientes con ERT y en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) cultivadas. A. Los niveles de proteina TRAF3 en PBMC de pacientes con ERT tratados o
no con paricalcitol (15 umol/l) se determinaron mediante inmunotransferencia de tipo Western. Numero de pacientes
5-8 por grupo. *p<0,05 frente al control; #p<0,05 frente a células de ERT. B. Los niveles de ARNm de TRAF3 en
PBMC de pacientes con ERT tratados o no con paricalcitol se determinaron mediante RT-PCR en tiempo real.
Numero de pacientes 5-8 por grupo. *p<0,05 frente al control. Nimero de pacientes 5 por grupo. *p<0,05 frente al
control.

Figura 4. La modulacion de la ubiquitinacion de TRAF3 y la formacion de complejos CIAP1 estuvo involucrada en la
restauracion de los niveles de TRAF3 con paricalcitol. A. En las PBMC de ERT en hemodidlisis, tratadas o no con el
activador del receptor de vitamina D (VDRA) paricalcitol, TRAF3 se inmunoprecipitd (IP) mediante un anticuerpo
anti-TRAF3 seguido de SDS-PAGE y se realizd una inmunotransferencia de tipo Western (IB) contra anticuerpos
anti-ubiquitina-Lys-48, TRAF3 y CIAP1 para analizar el posible vinculo entre ellos. Experimento representativo. Se
utilizé anticuerpo contra TRAF3 como control de carga. Numero de pacientes 5-8 por grupo. B. Se previno la
ubiquitinaciéon de TRAF3 inducida por TWEAK con paricalcitol en células HK2 estimuladas con TWEAK (100 ng/ml) y
tratadas o no con paricalcitol (15 umol/l). TRAF3 se inmunoprecipitd (IP) mediante un anticuerpo anti-TRAF3 seguido
de SDS-PAGE y se realizé una inmunotransferencia de tipo Western (IB) contra anticuerpos anti-ubiquitina-Lys-48,
TRAF3 y CIAP1 para analizar el posible vinculo entre ellos. Experimento representativo. Se utilizo anticuerpo contra
TRAF3 como control de carga. Las figuras muestran un experimento de Pl representativo de los 3 realizados.

Figura 5. El paricalcitol (VDRA) inhibe la ruta de sefalizacion de NF-kB no candnica (NF-kB2), pero no la ruta de
sefializacidn de NF-kB canédnica (NF-kB1) en PBMC de pacientes con enfermedad renal terminal (ERT) en
hemodidlisis. La activacion de las rutas de NF-kB candnicas y no candnicas en PBMC se evalué mediante las
actividades de unién al ADN de p65 (A) o p52 y RelB (B), respectivamente. Numero de pacientes: 5-8 por grupo.
*p<0,05 frente al control sano; #p<0,05 frente a pacientes con ERT sin paricalcitol. (C) Paricalcitol disminuyd los
genes proinflamatorios en PBMC de pacientes con enfermedad renal terminal (ERT) en hemodialisis. Se aislaron
PBMC de individuos de control o pacientes con ERT con y sin paricalcitol y se analizaron para determinar la
expresion de genes proinflamatorios. La expresion génica se evalué mediante PCR en tiempo real. Numero de
pacientes: 5-8 por grupo.

Figura 6. El paricalcitol disminuyo la activacion de NF-kB2 no canonica pero no la activacion de NF-kB canonica
inducida por TWEAK en células epiteliales tubulares renales y en PBMC de donantes sanos. A-D. Las células
tubulares humanas se trataron previamente con paricalcitol 12 uM durante 48 horas antes de la estimulacion con
100 ng/ml de TWEAK durante 15 minutos (ruta de NF-kB1) o 6 horas (ruta de NF-kB2). La activacién de NF-kB1
canonica se evaludé mediante la fosforilacién de |kBa o p65 en extractos de proteinas totales y los niveles de p65 en
fracciones citosélicas o nucleares (A y B). La activacion de la ruta de NF-kB2 no canoénica se evalué mediante la
evaluacion de los niveles de NIK e IKK-a fosforilada en extractos de proteinas totales (A y C) y la ubicacion
subcelular de las subunidades p100/p52 y Rel B (A y D). Se utilizaron GAPDH e Histona H1 como controles de
carga de proteina total y nuclear, respectivamente. A. Inmunotransferencia de tipo Western representativa. B, C y D.
Cuantificacion de los niveles de proteina expresados como media £ EEM de 4 experimentos. *p<0,05 frente al
control. # p<0,05 frente a TWEAK. E. Se pretrataron células PBMC humanas con paricalcitol 12 uM durante 24
horas, antes de la estimulacion con 100 ng/ml de TWEAK (E). La activacion de NF-kB1 candnica se evalué como
p65 fosforilada en fracciones citosélicas y la activacién de NF-kB2 no candnica se evalué mediante niveles de p52.
*p<0,05 frente al control; #p<0.05 frente a estimulado con TWEAK.

Figura 7. El paricalcitol disminuyd los genes proinflamatorios, las PBMC estimuladas por citoquinas de individuos de
control o células tubulares en cultivo. A. Se aislaron PBMC de individuos de control con y sin paricalcitol y se
analizaron para determinar la expresion de genes proinflamatorios. B. Se aislaron PBMC de individuos de control y
se estimularon en cultivo con citocinas. C. Células epiteliales tubulares cultivadas murinas. Se estimularon PBMC o
células epiteliales tubulares murinas cultivadas con 100 ng/ml de TWEAK durante 6 horas. Las células se
preincubaron durante 48 horas con 15 umol/l de paricalcitol o 60 ng/ml de SN52. La expresion génica se evalud
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mediante PCR en tiempo real. Numero. Datos expresados como media £ EEM de 3-6 experimentos. *p<0,05 frente
al control; #p<0,05 frente a células tratadas con TWEAK.

Figura 8. El paricalcitol o el bloqueo de NF-kB2 mejoraron la inflamacién renal inducida por TWEAK. Se trataron
ratones C57BL/6 con 750 ng/kg/dia de paricalcitol o 0,7 mg/dia del inhibidor de NF-kB2 SN52 (dos dosis; dia -1; dia
0) comenzando 48 horas antes de 0,5 ug de TWEAK, y se sacrificaron 24 horas después de la administracion de
TWEAK. A. La inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-F4/80 y anti-CD3 identifico monocitos/macréfagos y
linfocitos T, respectivamente. Animal representativo de cada grupo. Aumento 200X. B. Cuantificacion de la tincién C.
El ARN se obtuvo de extractos renales totales y los niveles de expresion de genes proinflamatorios (CCL2, CCL5 e
IL6) se determinaron mediante PCR en tiempo real. D. Los niveles de proteina renal CCL2 y CCL5 se evaluaron
mediante ELISA. E. Los niveles de expresion de los genes de las citocinas CCL21A y CCL19 reguladas por NF-kB2
se determinaron mediante PCR en tiempo real. Datos expresados como media £ EEM de 8-10 animales por grupo.
*p<0,05 frente al control. # p<0,05 frente a TWEAK.

Figura 9. El paricalcitol solo inhibe la activacién de NF-kB no candnica inducida por TWEAK in vivo. Los ratones se
trataron con 750 ng/kg/dia de paricalcitol comenzando 48 horas antes de 0,5 ug de TWEAK y se sacrificaron 24
horas después de la administracion de TWEAK. A y B. En ratones inyectados con TWEAK, se encontraron niveles
elevados de IkBa fosforilado citosélico (A) y niveles de p65 nuclear (B), pero no fueron modulados por el tratamiento
con paricalcitol, lo que sugiere que el paricalcitol no moduléd la activacion de NF-kB1. Se utilizaron GAPDH y rojo de
Ponceau como controles de carga. Datos expresados como media £ EEM de 8-10 ratones por grupo. *p<0,05 frente
al control. C. Ubicacion nuclear de p52 y Rel B en tubulos renales de ratones inyectados con TWEAK evaluada
mediante inmunohistoquimica. D. Evaluacion mediante inmunotransferencia de tipo Western de la activacion de NF-
kB2 (niveles de p52) en extractos de proteinas de rifidon completo. E. En extractos de proteinas nucleares renales, se
midié la actividad de unidén al ADN de p52 y RelB de NF-kB2 mediante ELISA. Todos los datos expresados como
media £+ EEM de 8-10 animales por grupo. *p<0,05 frente al control. # p<0,05 frente a TWEAK.

Figura 10. El paricalcitol inhibe la regulacidén por incremento inducida por TWEAK de dianas especificas de NF-kB2
en el rifndn. Los ratones se trataron con 750 ng/kg/dia de paricalcitol o 0,7 mg/dia del inhibidor de NF-kB2 SN52 (dos
dosis; dia -1; dia 0) comenzando 48 horas antes de 0,5 ug de TWEAK, y se sacrificaron 24 horas después de la
administracion de TWEAK. A. El ARN se obtuvo a partir de extractos renales totales y la expresion génica de las
citoquinas CCL21A y CCL19 reguladas por NF-kB2 se determiné mediante PCR en tiempo real. B. Los niveles de
proteina CCL21A se evaluaron mediante inmunotransferencia de tipo Western en proteinas renales totales. Se
utiliz6 GAPDH como control de carga. C. Expresidon de CCL21A en el rifidn. Ratdn representativo de cada grupo. D.
La cuantificaciéon del area tefiida con CCL21A frente al area total. Datos expresados como media £+ EEM de 8-10
ratones por grupo. *p<0,05 frente al control. # p<0,05 frente a TWEAK.

Figura 11. El péptido SN52 bloquea la activacion de NF-kB2 y la translocacion nuclear de p52 en un modelo de dafio
renal inducido por TWEAK. Los ratones se trataron previamente con 0,7 mg/dia de inhibidor de NF-kB2 SN52 (dos
dosis; dia -1; dia 0) comenzando 48 horas antes de la administracion de 0,5 ug de TWEAK, y se sacrificaron 24
horas después de la administracion de TWEAK. A. Inmunohistoquimica de p52 en cortes renales incrustados en
parafina. Animal representativo de cada grupo (aumento 200x). B y C. Inmunotransferencia de tipo Western para la
fosforilacion de p52 (B) y IkBa (C). Datos expresados como media £+ EEM de 8-10 animales por grupo. *p<0,05
frente al control. # p<0,05 frente a TWEAK.

Figura 12. El paricalcitol inhibe la activacion de NF-kB2, pero no la de NF-kB1 en la obstruccion ureteral unilateral
(UUO) experimental en ratones. Los ratones se trataron con 750 ng/kg/dia de paricalcitol, comenzando 24 horas
antes de la UUO, y se estudiaron 5 dias después de la UUO. A. Inmunohistoquimica en cortes renales incrustados
en parafina. Animal representativo de cada grupo (aumento 200x). B. Inmunotransferencia de tipo Western, la
activacion de NF-kB2 se evaludé como niveles de p52 en extractos de proteinas totales. C. En proteinas nucleares
renales aisladas, se midieron mediante ELISA las actividades de unién al ADN de p52 y RelB. D y E. Se utilizo la
evaluacién por inmunotransferencia de tipo Western de los niveles nucleares de la fosforilacion de p65 (D) y de IkBa
citosélico (E) para evaluar la activacion de la ruta de NF-kB1. En cada ratdn, se compararon los rifiones obstruidos
(Ob) con el correspondiente rifidn contralateral no obstruido (Nob). Datos expresados como media £+ EEM de 6-8
animales por grupo. *p<0,05 frente al contralateral #p<0,05 frente al rifiones obstruidos.

Figura 13. El paricalcitol disminuye la inflamacion renal en obstrucciéon ureteral unilateral (UUO) experimental en
ratones. Los ratones se trataron con 750 ng/kg/dia de paricalcitol, comenzando 24 horas antes de la UUO, y se
estudiaron 5 dias después de la UUO. En cortes renales incrustados en parafina, la inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos anti-F4/80 y anti-CD3 identificO monocitos/macréfagos y linfocitos T, respectivamente. A. Animal
representativo de cada grupo. Aumento 200X. B, C. En el ARN obtenido a partir de extractos renales totales, la
expresion de genes proinflamatorios (CCL2, CCL5, IL-6, TNF-a e IL-17A) y la expresion de genes especificos
regulados por NFkB2 (CCL19 y CCL21) se determinaron mediante PCR en tiempo real. Datos expresados como
media + EEM de 6-8 animales por grupo. *p<0,05 frente al rifidn contralateral no obstruido (NOb); #p<0,05 frente a
rifones obstruidos (Ob).

Figura 14. El paricalcitol inhibe la activacion de NF-kB2, pero no la de NF-kB1 en la lesion renal inducida por acido
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félico. Los ratones se trataron con 25 ug/kg/dia de paricalcitol comenzando 24 horas antes de la administracion de
300 mg/kg de acido folico (AF) o vehiculo (bicarbonato de sodio 0,3 mol/l), y se estudiaron 24 horas después de la
inyeccidon de AF. A. La inmunohistoquimica reveld la localizacion nuclear de p52 y RelB que disminuyd con
paricalcitol. Animal representativo de cada grupo (aumento 200x). B y C. Inmunotransferencia de tipo Western de
p52, como evidencia de activacion de NF-kB2 (B) y fosforilacién de IkBa como evidencia de activacion de NF-kB1
(C). D. Niveles de proteina CCL2 evaluados por ELISA. E. En proteinas nucleares renales aisladas, la actividad de
union al ADN de RelB se evalud mediante ELISA. F. Niveles de proteina CCL21 evaluados en extractos de proteinas
renales totales mediante inmunotransferencia de tipo Western. G. EI ARN se obtuvo de extractos renales totales y
los niveles de expresion de genes proinflamatorios se determinaron mediante PCR en tiempo real. H. Se muestran
datos de los niveles séricos de BUN. Datos expresados como media + EEM de 6-8 animales por grupo. *p<0,05
frente al control; #p<0,05 frente al rifones de acido folico.

Figura 15. El paricalcitol disminuye la inflamacién renal inducida por el acido félico en ratones. Los ratones se
trataron con 25 ug/kg/dia de paricalcitol, comenzando 24 horas antes de 300 mg/kg de acido félico o vehiculo
(bicarbonato de sodio 0,3 mol/L), y se estudiaron 24 horas después de la administracién de acido félico.
Inmunohistoquimica en cortes renales incrustados en parafina utilizando anticuerpos anti-F4/80 y anti-CD3 que
identifican monocitos/macréfagos y linfocitos T, respectivamente. La figura muestra un animal representativo de
cada grupo. Aumento 200X,

Figura 16. El paricalcitol inhibe la regulacidén por incremento inducida por TWEAK de dianas especificas de NF-kB2
en células con el gen MARSS silenciado (otro posible receptor de vitamina D). El silenciamiento del gen MARSS se
logré en células cultivadas utilizando un ARNip predisefiado y validado contra MARSS. Las células se estimularon
con 100 ng/ml de TWEAK soluble humano recombinante. En algunos experimentos, las células se preincubaron
durante 48 horas con 15 umol/| de paricalcitol antes de la estimulacién con TWEAK. A. La activacion de la ruta de
NF-kB2 se evalué mediante inmunotransferencia de tipo Western de p52 de NFkB2. Datos expresados como media
+ EEM de 3-5 experimentos independientes. *p<0,05 frente al control; #p<0,05 frente a células tratadas con TWEAK.

Descripcién detallada de la invencién
Ejemplo 1. Material y métodos.
Ejemplo 1.1 Modelos experimentales.

Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con los directrices de investigacion con animales
en la Comunidad Europea y con la aprobacién previa del Comité de Etica de Investigacion en Salud del 1IS-
Fundacion Jiménez Diaz. Para los estudios in vivo, 10s ratones recibieron una inyeccién intraperitoneal diaria de
VDRA Paricalcitol comenzando 48 horas antes de la induccidn del dafio renal.

En el momento del sacrificio, los animales se anestesiaron con 5 mg/kg de xilazina (Rompun, Bayer AG) y 35 mg/kg
de ketamina (Ketolar, Pfizer) y los rifiones se perfundieron in situ con solucién salina fria antes de extraerlos. Luego,
las porciones de rifidn se fijaron en tampdn de formalina para estudios de inmunohistoquimica o se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido para estudios de genes y proteinas.

Administraciéon de TWEAK: ratones hembra C57BL/6 (9-12 semanas, peso de 20 g, 7-8 animales por grupo)
recibieron una unica inyeccioén intraperitoneal de 0,5 ug de TWEAK disueltos en solucion salina y se sacrificaron 24
horas después, como se describié previamente (Sanz et al. 2008). A los controles se les inyecto el vehiculo salino (n
= 8-10 ratones por grupo). El nivel de endotoxina de TWEAK fue <0,1 ng/mg, confirmado por MALDI-TOF. Algunos
animales recibieron 750 ng/kg/dia de paricalcitol o 0,7 mg/ratdn/dia de inhibidor de NF-kB2 SN52, comenzando 48
horas antes de la administracion de TWEAK. Los animales se sacrificaron 24 horas después. La dosis de paricalcitol
se eligio en funcién de la experiencia previa en afecciones renales inflamatorias leves.

La_obstruccion ureteral unilateral (UUO) se establecié_en ratones macho C57BL/6 bajo anestesia inducida por
isoflurano. El uréter izquierdo se ligd con seda (5/0) en dos lugares y se cortd entre ligaduras para prevenir una
infecciéon del tracto urinario (rifndn obstruido). (Ucero ef al. 2014; Rodrigues-Diez ef al. 2013). Se estudiaron dos
grupos; no tratados o tratados con paricalcitol (750 ng/kg/dia, i.p., Abbot), n=6-8 ratones por grupo, comenzando 48
horas antes de la cirugia. Los estudios compararon ambos rifiones (contralateral frente a obstruido) en cada ratén.

La nefropatia_por_acido folico es un modelo clasico de lesidn e inflamacién tubulointersticial renal que se ha
informado en humanos. Los ratones recibieron una unica inyeccion intraperitoneal de 300 mg/kg de acido folico
(Sigma) en 0,3 mol/l de bicarbonato de sodio o vehiculo, y se sacrificaron 48 horas después. Se estudiaron dos
grupos; no tratados o tratados con paricalcitol (25 pg/kg/dia, i.p., Abbot), n=7-8 por grupo comenzando 48 horas
antes de la inyeccion de AF. La dosis de paricalcitol se eligié basandose en experimentos preliminares de busqueda
de dosis.
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Ejemplo 1.2. Células cultivadas.

Se cultivaron células epiteliales del tibulo proximal de rifidn humano (linea celular HK2, ATCC CRL-2190) en RPMI
1640 con suero bovino fetal (FBS) al 10 %, glutamina al 1 %, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 5
Mg/ml de insulina-transferrina-selenita y 36 ng/ml de hidrocortisona en 5 % de CO, a 37 °C. Cuando las células
alcanzaron una confluencia del 60 al 70 %, se les agoté el suero durante 24 horas antes del experimento.

Las células murinas tubulo-epiteliales proximales (linea celular MCT) se obtuvieron originalmente de Dr. Eric Neilson
(Universidad de Vanderbilt) y se utilizaron para estudios de expresion génica. Estas células se cultivaron en RPMI
1640 con FBS al 10 %, glutamina al 1 %, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina en 5 % de CO; a 37
°C. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 60 al 70 %, se mantuvieron en RPMI con FBS al 1 % durante
24 horas.

Las células se estimularon con 100 ng/ml de TWEAK soluble humano recombinante (Millipore) o 200 yg/ml de
sulfato de p-cresilo (Raymond Vanholder y Griet Glorieux, Universidad de Gent, Bélgica). Las concentraciones de
TWEAK vy sulfato de p-cresilo se basaron en experimentos de dosis-respuesta publicados anteriormente (Poveda et
al. 2014, Sanz et al. 2008). En algunos experimentos, las células se preincubaron durante 48 horas con 12 ymol/l de
paricalcitol (Abbott) antes de la estimulacién. El DMSO, utilizado como disolvente en algunos casos, no tuvo ningun
efecto sobre la viabilidad celular ni sobre los niveles de expresion génica.

Ejemplo 1.3. Aislamiento de PBMC.

Se midieron los niveles de proteina intracelular y ARNm en PBMC de pacientes con ERT en hemodialisis. Los
criterios de inclusion fueron los siguientes: edad >45 afios; sexo masculino; consentimiento informado; y ausencia de
enfermedades inflamatorias, infecciosas o malignas activas al inicio 0 durante el estudio. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del [IS-Fundacién Jiménez Diaz. Los pacientes fueron inscritos después de proporcionar su
consentimiento informado por escrito. Las PBMC se separaron de las muestras de sangre completa (30 ml en tubos
con EDTA) mediante un método de centrifugacion en gradiente de densidad utilizando centrifugacion en gradiente
de densidad de Ficoll. En total, se obtuvieron 50x10° PBMC de 30 ml de sangre completa y se usaron 6x10% PBMC
para aislar los niveles de proteina, ARN y proteina nuclear/citosélica utilizando el reactivo NE-PER (Pierce)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 1.4. Histologia e inmunohistoquimica renales.

Se tifieron cortes renales incrustados en parafina (3 um) utilizando métodos convencionales. La recuperacion del
antigeno se realizd6 mediante el sistema de enlace PTlink (Dako Diagnostics) con tampodn citrato de sodio (10 mmol/l)
ajustado a pH 6-9 dependiendo del marcador inmunohistoquimico, seguido de tincién inmunohistoquimica en un
dispositivo Dako Autostainer. Pasos: 1) bloqueo de peroxidasa enddgena; 2) incubacion de anticuerpos primarios;
anticuerpos anti-CD3 (1:300; Dako) o anti-F4/80 (1:5000; Serotec); p-p65 de NF-kB (1:200; Cell Signalling); p52 de
NF-kB2 (1:50; Cell Signalling); RelB (1:50; Santa Cruz Biotechnology); CCL21 (1:90; Santa Cruz Biotechnology); 3)
lavado; 4) Tratamiento en DUOFLEX Doublestain EnVision™, utilizando 3,3'-diaminobencidina como cromoégeno.
Para la tincién F4/80, se utilizd un ligador de conejo anti-IgG de rata antes de EnVision. Los cortes se contratifieron
con hematoxilina de Carazzi.

La intensidad de la marca reactiva se obtuvo utilizando el software Image-Pro Plus. Para cada muestra (procesada
por duplicado de forma ciega), el valor promedio se obtuvo del andlisis de 4 campos (objetivo 20X) como
densidad/mm2 o porcentaje de area tefiida frente a area total analizada. Los datos se expresan como aumento en
veces con respecto a los ratones de control, como media £ EEM de 8-10 animales por grupo. Los controles
negativos incluyen inmunoglobulina no especifica y ningun anticuerpo primario.

Ejemplo 1.5. Estudios de proteinas.

Las proteinas se obtuvieron de células tratadas o rifiones de ratéon usando tampon de lisis (Tris-HCI 50 mmol/l, NaCl
150 mol/l, EDTA 2 mmol/l, EGTA 2 mmol/l, Triton X-100 al 0,2 %, IGEPAL al 0,3 %, céctel de inhibidores de
proteinasa 10 ul/ml, PMSF 0,2 mmol/l y ortovanadato 0,2 mmol/l). Para determinar el contenido de proteina se utilizo
el método BCA.

Para la inmunotransferencia de tipo Western, se separaron extractos de proteinas de células (25 pg/carril) y de riion
(100-150 pg/carril) en geles de poliacrilamida-SDS al 6 %-12 % en condiciones reductoras. Luego, las muestras se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad), se bloquearon con TBS/leche desgrasada al 5 %/Tween-20 al
0,05 % y se incubaron durante la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos (dilucién): anti-p100/p52 de NF-kB2
(1:500), p-p65 de NF-kB (1:500) y p65 de NF-«kB (1:500, Cell Signalling); CCL-21A (sc-25445, 1:500); RelB (sc-226,
1:500); p-IKKa (sc-1017086, 1:500); p-IkBa (sc-8404, 1:500), IkBa (s¢-371, 1:500); TRAF3 (sc-6933, 1:250); CIAP-1
(sc-271419, 1:500); NIK (sc-7211, 1:500); VDR (sc-1008, 1:250, Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente, las
membranas se incubaron con anticuerpo secundario IgG conjugado con peroxidasa y se revelaron utilizando un kit
de quimioluminiscencia ECL (Amersham). Los controles de carga incluyeron anticuerpos anti-GAPDH (1:10000;
Chemicon), anti-a tubulina (1:5000; Sigma-Aldrich) o anti-histona H1 (sc-8030, 1:250, Santa Cruz Biotechnology)
para proteinas nucleares o niveles de proteinas totales en estudios de fosforilacion. Las autorradiografias se

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 968 898 T3

escanearon utilizando el generador de imagenes Gel Doc™ EZ y se analizaron con el software Image Lab 3.0
(BioRad).

Se utilizd ELISA para evaluar los niveles de las quimiocinas CCL2 y CCL5 (eBioscience). En muestras renales, el
contenido de proteina total se determind mediante el método BCA y se analizaron cantidades iguales de proteina.
Los datos se expresan como un aumento en n veces con respecto a la media de los niveles de control.

Ejemplo 1.6. Estudios de expresidn génica.

El ARN total se aislo de células y muestras de riidn de raton con Trizol (Invitrogen). EI ADNc se sintetiz6 utilizando
el kit de archivo de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems) utilizando 2 pug de ARN total cebado con
cebadores hexameros aleatorios. La PCR multiple en tiempo real se realizd utilizando ensayos de expresion de
Applied Biosystems para muestras murinas y humanas: CCL2 Mm00441242_m1; CCL5 Mm_01302428 m1; IL-6
Mm_00446190_m1; CCL19 Mm_00839967_g1, CCL21A Mm_036466971_gH; TRAF3 Hs_00936781_m1; CCL19 -
Hs_00171149_m1; CCL21A Hs_00989654_m1. Los datos se normalizaron a 18S; 4210893E (VIC) y GAPDH
Mm99999915_g1. Los numeros de copias de ARNm se calcularon para cada muestra mediante el software del
instrumento utilizando el valor Ct. Los resultados se expresan en numeros de copias, calculados en relacion con
células no estimuladas o ratones de control, después de la normalizacién frente a 18S.

Ejemplo 1.7. Ensayo de NF-kB2 y RelB basado en ELISA.

Las fracciones nucleares y citoplasmaticas se separaron de los tejidos renales utilizando el reactivo NE-PER (Pierce)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En extractos nucleares renales, la actividad de unién al ADN de NF-kB2 y
RelB se midi6 mediante su unién a un oligonucledtido que contiene el sitio consenso de NF-kB utilizando un kit de
familias de NF-kB TransAM (Active Motif) con un anticuerpo que solo reconoce p52 y RelB de NF-kB2 activo.

Ejemplo 1.8. Expresion de genes de activacion por magnetofeccion.

La sobreexpresion génica se realizd en células cultivadas utilizando el plasmido de ADN de activacion
TRAF3CRISPR/Cas9 (Santa Cruz Biotechnology). Las células subconfluentes se transfectaron con una mezcla de
magnetofection™ (OZ biosciences) [reactivo de magnetofeccion PolyMag CRISPR (1 ul) + plasmido de ADN (1 ug)]
durante 30 minutos sobre la placa magnética segun las instrucciones del fabricante. Luego, las células se incubaron
con FBS al 10 % inactivado por calor durante 24 horas y se incubaron en medio sin suero durante 24 horas antes de
los experimentos. Las células se estimularon con TWEAK soluble humano recombinante (Millipore). En algunos
experimentos, las células se preincubaron durante 48 horas con 12 umol/l de paricalcitol (Abbott) antes de la
estimulacion. La activacion de la ruta de NF-kB2 se evalué mediante expresion génica y analisis por
inmunotransferencia de tipo Western utilizando anticuerpos anti-p100/p52 de NF-kB2 1:200 y CCL21A 1:200. Se
utilizé anticuerpo anti-TRAF3 (1:250, Santa Cruz Biotechnology) para evaluar la especificidad y la eficiencia de la
sobreexpresion, y se utilizé anticuerpo anti-GAPDH (1:10000) como control de carga.

Ejemplo 1.9. Silenciamiento génico.

El silenciamiento génico en células cultivadas se realizé utilizando un ARNip predisefiado correspondiente a VDR
(Stealth Select RNAI™, Ambion). Las células subconfluentes se transfectaron durante 24 h con 25 nmol/l de ARNip
utilizando 50 nmol/l de Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, segun las instrucciones del fabricante). Luego, las
células se incubaron con FBS al 10 % inactivado por calor durante 24 h, seguido de 24 h en medio sin suero.

Ejemplo 1.10. Ensayos de coinmunoprecipitacion.

Las células que crecieron en placas de cultivo de tejidos se lisaron en 300-500 ul de tampén de lisis Triton-NP-40
[Tris-HCI 50 mmol/l, pH 8, NaCl 150 mmol/l, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mmol/l, NP-40 al 1 %/IGEPAL y un céctel
de inhibidores de fosfatasa (Juego Il, Calbiochem)], se rasparon de la placa y se incubaron durante 1 hora a 4 °C
con agitaciéon. Los lisados celulares se aclararon previamente incubando con 10 pl de suspensiones de perlas de
agarosa y proteina A (0,5 ml de agarosa/2 ml de solucién salina tamponada con fosfato) durante 30 minutos a4 °Cy
luego se centrifugaron tres veces durante 5 minutos a 2500 rpm para lavar los sobrenadantes. Los lisados
previamente aclarados se incubaron con 2,5-5 ug de anticuerpo monoclonal de ratdén anti-TRAF3 (sc-6933, Santa
Cruz Biotechnology) durante la noche a 4 °C. Los complejos inmunitarios se capturaron mediante la adicion de
suspensiones de perlas de proteina A/G PLUS-agarosa (20 ul) durante 1 hora a 4 °C. Las perlas de agarosa se
recogieron mediante centrifugacion, se lavaron tres veces con tampon de lisis, se resuspendieron en tampdn de
muestra 2x Laemmli, se hirvieron durante 5 minutos y se sometieron a SDS-PAGE. Luego se realizd una
inmunotransferencia de tipo Western como se describié anteriormente, usando anticuerpos anti-ubiquitina-Lys-48
especificos 1:250 (n.° 05-1307, Millipore) o anticuerpos anti-TRAF3 1:250 (s¢c-6933, Santa Cruz Biotechnology).

Ejemplo 1.11. Analisis estadistico.

Todos los resultados se expresan como media + EEM. Las diferencias entre los grupos de intervenciéon y los
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controles se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney. P<0,05 se considerd significativo. El analisis
estadistico se realizo mediante el software estadistico SPSS (version 11.0).

Ejemplo 2. Resultados.
. TRAF3 como biomarcador fiable de dafio renal.

Ejemplo 2.1. TRAF3 esta regulado por disminucidn en rifiones lesionados en diferentes modelos experimentales de
dafo renal.

En primer lugar, se evaluaron los cambios en los niveles de proteina TRAF3 en diferentes modelos experimentales
de dafo renal. En diferentes modelos experimentales de dafio renal en ratones, incluida la lesion renal inducida por
acido folico, la inflamacién renal mediada por TWEAK vy la obstruccion ureteral unilateral, los niveles de TRAF3 se
regularon por disminucion en los rifiones lesionados, segun lo determinado por inmunotransferencia de tipo Western
en proteinas renales totales (Figuras 1A; 1B y 1C). A continuacidn, se evalué el efecto directo de los mediadores del
dafo renal en la modulacion de TRAF3. Los estudios se realizaron en células epiteliales tubulares humanas
cultivadas como células renales representativas que expresan componentes de la ruta de NF-kB2 no canonica que
promueven la lesién renal y en PBMC de donantes sanos. Las células se estimularon con un inductor débil de
apoptosis similar al factor de necrosis tumoral (TWEAK), una de las pocas citocinas que puede activar ambas rutas
de NF-kB. La estimulacién con TWEAK reguld por disminucion los niveles de TRAF3, tanto en células renales como
en PBMC (Figuras 1D y 1E).

Ejemplo 2.2. TRAF3 modula la ruta de NF-kB2 no candnica y las citocinas proinflamatorias.

Para investigar las consecuencias funcionales de la modulacién de TRAF3, las células se transfectaron con un
plasmido de activacion de TRAF3 CRISPR/Cas9 (Figura 2A). La sobreexpresion de TRAF3 en células HK2 bloqued
la activacion de p52 inducida por TWEAK (Figura 2B), asi como el aumento de la expresidn de genes
proinflamatorios como CCL2, CCL5 e IL6 (Figura 2C), asi como genes regulados por NF-kB2 (Figura 2D).

Ejemplo 2.3. TRAF3 esta regulado por disminucién en las células circulantes de pacientes con enfermedad renal
cronica.

A continuacion, se investigaron los niveles de TRAF3 en pacientes con ERT utilizando PBMC, el principal tipo de
célula implicado en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias. En las PBMC de pacientes con ERT, la
proteina TRAF3 estaba regulada por disminucién en comparacién con los controles sanos (Figura 3A), mientras que
los niveles de ARNm de TRAF3 estaban regulados por incremento, lo que sugiere que la modulacion de los niveles
de proteina TRAF3 se produce mediante modificaciones postraduccionales (Figura 3B).

En resumen, los datos preclinicos de la presente invencion muestran que, en respuesta al dafio renal, los niveles de
TRAF3 se regulan por disminucidén en las células renales y PBMC estimuladas por citoquinas, asi como en los
rifones murinos lesionados. Ademas, en las células circulantes de pacientes con ERT, los niveles de TRAF3
también se regularon por disminucion. Todos estos datos muestran que TRAF3 es un biomarcador fiable de dafio
renal.

Ejemplo 2.4. La regulacion por disminucion de TRAF3 en las células circulantes de pacientes con enfermedad renal
cronica esta relacionada con la progresion a ERT.

Por otro lado, se investigaron los niveles de TRAF3 en dos grupos de pacientes con ERC, un grupo de pacientes
que no progresan a ERT y otro grupo que progresa. Se utilizaron PBMC de pacientes con ERC que pertenecen a
es0s grupos. La proteina TRAF3 se reguld por disminucidon claramente en muestras de pacientes en progreso en
comparacion con pacientes no en progreso.

En resumen, los datos preclinicos de la presente invencién muestran que los niveles de TRAF3 se regulan por
disminucioén en las células circulantes de pacientes que progresan a ERT, en comparacion con pacientes con ERC
que no progresan a ERT. Todos estos datos muestran que TRAF3 es un biomarcador fiable de la progresion del
dafo renal.

° Los niveles de TRAF3 estan modulados por tratamientos terapéuticos con analogos o derivados de la vitamina
D.

Ejemplo 2.5. Evaluacion de la modulacion de TRAF3 por VDRA en pacientes con ERT.
En las PBMC de pacientes con ERT tratados con paricalcitol en hemodialisis, los niveles de proteina TRAF3 se

restauraron a valores en el rango de los controles sanos, mientras que no se encontraron cambios en 10s niveles de
ARNmM de TRAF3, lo que sugiere que el paricalcitol previene la degradacion de TRAF3 (Figuras 3A, 3B).
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Ejemplo 2.6. Evaluacion de la modulacion de TRAF3 por VDRA en células estimuladas por citoquinas y en rifilones
lesionados.

En células epiteliales tubulares cultivadas (linea celular HK2), la preincubacién con paricalcitol restaurd los niveles
de proteina TRAF3 inducidos por TWEAK a valores similares a los de las células de control no tratadas (Figura 1D).
En consecuencia, en las PBMC de donantes sanos, el paricalcitol inhibid la degradacién de TRAF3 inducida por
TWEAK (Figura 1E).

En diferentes modelos experimentales de dafio renal en ratones (lesion renal inducida por acido félico, inflamacion
renal mediada por TWEAK y obstruccién ureteral unilateral), el tratamiento diario con paricalcitol, iniciado un dia
antes del dafio renal, restaurd los niveles de proteina TRAF3 renal a los valores de los ratones de control. (Figuras
1A; 1By 1C).

A continuacién, se investigaron los mecanismos ascendentes involucrados en la degradacion de TRAF3. En las
PBMC de pacientes con ERT, los estudios de inmunoprecipitacion de TRAF3 mostraron una mayor ubiquitinacién de
TRAF3 en las cadenas unidas a K48, lo que lleva a la formacion de complejos CIAP1-TRAF3 (Figura 4A). En los
pacientes tratados con paricalcitol, la ubiquitinacion de TRAF3 y la interaccion CIAP1-TRAF3 disminuyeron
significativamente a valores en el rango de los controles sanos (Figura 4A). Ademas, los niveles de CIAP-1 fueron
mas altos en los extractos de proteinas completas de PBMC de pacientes con ERT que en los controles sanos,
mientras que los niveles en pacientes con ERT tratados con paricalcitol estaban cerca de los valores de control
(Figura 4A). Se observaron resultados similares en células cultivadas estimuladas por citoquinas. En las células
HK2, la estimulacién con TWEAK indujo la ubiquitinacién de TRAF3 y la formacion del complejo CIAP1-TRAF3 y
esto se impidié mediante paricalcitol (Figura 4B).

Ejemplo 2.7. La modulacién de TRAF3 por paricalcitol se relacion6 con la activacion e inflamacién de la ruta de NF-
kB2 no candnica.

° El VDRA paricalcitol inhibe la activacion de la ruta de NF-kB2 no canénica sin modular la ruta de NF-kB1
canonica en PBMC de pacientes con ERC.

En las PBMC de pacientes con ERT en hemodialisis, se activaron las rutas de NF-kB tanto canénicas como no
canonicas, como lo demuestra el aumento de las actividades de unién al ADN de p65/NF-kB1 y RelB 0 p52/NF-kB2
(Figuras 5A y 5B). Curiosamente, en las PBMC de pacientes con ERT tratados con paricalcitol, la activacion de
p65/NF-kB1 fue similar a la de los pacientes con ERT sin paricalcitol, mientras que la activacién de la ruta de NF-kB2
se inhibio (Figuras 5A y 5B). Estos datos indican que el paricalcitol solo inhibe la activacion de NF-kB2 no canénica.

° El paricalcitol disminuye las citocinas proinflamatorias inducidas por citocinas en pacientes con ERT.

En las PBMC de pacientes con ERT en hemodialisis, los niveles de expresion de genes proinflamatorios
aumentaron, pero fueron significativamente mas bajos en pacientes con ERT tratados con paricalcitol (Figura 5C).
Esta observacién respalda las propiedades antiinflamatorias del paricalcitol en la ERC humana.

Ejemplo 2.8. Evaluacion de la modulacion de TRAF3 por VDRA en células y su posible relacidn con la regulacion de
rutas de NF-kB/inflamatorias.

° El paricalcitol solo regula la activacién de la ruta de NF-kB2 en células cultivadas estimuladas por citocinas

En células epiteliales tubulares cultivadas (linea celular HK2), TWEAK aumentd la fosforilacién de p65 y la
fosforilacion de IkBa y reguld por disminucion los niveles de IkBa citosélico (Figuras 6A y 6B). La preincubacion con
paricalcitol no modulé la activacién de NF-kB1 inducida por TWEAK (Figuras 6A y 6B), mientras que el paricalcitol
inhibi6 la fosforilacién de IKK-a inducida por TWEAK, el aumento de los niveles nucleares de NIK y p52 y RelB
(Figuras 6A, 6C y 6D). Por lo tanto, el paricalcitol inhibio la activacién inducida por TWEAK de la ruta de NF-kB no
canonica, pero no moduld la activacién de NF-kB canénica.

En las PBMC de donantes sanos, el paricalcitol inhibié la activacion de NF-kB2 inducida por TWEAK sin modular la
ruta de NF-kB1 candnica (Figura 6E).

La regulacion directa del paricalcitol de los genes proinflamatorios se confirmé en células cultivadas. En las PBMC
obtenidas de donantes sanos, el paricalcitol inhibié la regulaciéon por incremento inducida por TWEAK de varios
genes proinflamatorios, como CCL2, CCL5 e IL6, asi como los genes controlados por NF-kB2 CCL21A y CCL19
(Figura 7A). Se obtuvieron resultados similares en células tubulares cultivadas (Figura 7B y 7C). Ademas, en las
células tubulares, la inhibicidon de NF-kB2 con el péptido SN52 impidié la regulaciéon por incremento de genes
proinflamatorios inducida por TWEAK (Figuras 7B y 7C), imitando los efectos del paricalcitol.
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Ejemplo 2.9. Evaluacién de la modulacién de TRAF3 por VDRA en modelos experimentales preclinicos de dafio
renal y su posible relacién con la regulacion de rutas de NF-kB/inflamatorias.

° Paricalcitol disminuye la inflamacién renal inducida por TWEAK en ratones al modular la activacion de la ruta
NF-kB2 no canoénica.

La administracién de TWEAK provoca una respuesta inflamatoria aguda en rifones murinos y activa las rutas de NF-
kB tanto candnicas como no canédnicas. Por lo tanto, se utilizd un modelo de inflamacién renal inducida por TWEAK
para evaluar el efecto del paricalcitol sobre la activacién de NF-«kB en el riion. En ratones inyectados con TWEAK, el
paricalcitol disminuy0 significativamente la regulacién por incremento inducida por TWEAK de monocitos/macréfagos
infiltrantes (células F4/80%), linfocitos T (células CD3+) (Figuras 8A y 8B) y factores proinflamatorios, como CCL2,
CCL5 y IL-6 (Figuras 8C y 8D). En riflones de ratones inyectados con TWEAK, la fosforilacion de IkBa y los niveles
de p65 de NF-kB nuclear fueron mas altos que en los controles, pero no se modificaron en respuesta al paricalcitol
(Figuras 9A y 9B). Sin embargo, el paricalcitol inhibio la activacién de NF-kB2 inducida por TWEAK en el rifidn, como
lo demuestra la reduccién de la acumulacion de p52 y RelB nuclear en las células epiteliales tubulares. (Figuras 9C y
9D). Ademas, el paricalcitol inhibio las actividades de union al ADN de p52 y RelB inducidas por TWEAK (Figura 9E).
En este sentido, la activacion por TWEAK de la ruta de NF-kB2 en células tubulares conduce a la sintesis de
quimiocinas especificas, como CCL21A y CCL19. En ratones inyectados con TWEAK, el paricalcitol redujo la
expresion de los genes renales CCL21A y CCL19 (Figura 10A) y los niveles de proteina CCL21 (Figura 10B).
Curiosamente, CCL21 se ubicd en los tubulos renales en ratones inyectados con TWEAK (Figuras 10C y 10D), es
decir, en las mismas estructuras renales donde se ubicaron los componentes activos de NF-kB2 RelB y p52 (Figura
9C). Estos datos sugieren que los efectos antiinflamatorios del paricalcitol podrian estar mediados por la modulacion
de los genes diana NF-kB2.

En ratones inyectados con TWEAK, la inhibicion de la ruta de NF-kB2 con SN52, un péptido sintético que bloquea
especificamente la translocacion nuclear de la subunidad p52/NF-kB2 (Figuras 11A y 11B), disminuyo
significativamente el nimero de monocitos/macréfagos infiltrantes (células F4/80*) y linfocitos T (CD3*) (Figuras 8A 'y
8B), mostrando asi un claro efecto antiinflamatorio. Curiosamente, en ratones inyectados con TWEAK, SN52 impidi6
la regulacién por incremento de varios genes proinflamatorios, incluidos los genes diana especificos de NF-kB2
CCL21A y CCL19 (Figura 8E), y se sabe que también estan regulados por NF-kB1 (IL-6, CCL2, y CCL5) (Figura 8C).
Estos datos demuestran claramente que la inhibicién de NF-kB2 podria ser una opcion terapéutica potencial para las
enfermedades inflamatorias renales.

° Paricalcitol inhibe la ruta de NF-kB2 no candnica en la obstruccion ureteral unilateral experimental.

En la obstruccion ureteral unilateral (modelo UUO), el paricalcitol disminuye la infiltracién de células inflamatorias
renales y la expresion de CCL5 y CCL2, sin bloguear la translocacién nuclear de p65/NF-kB1. Por lo tanto, se
investigd si el paricalcitol modulaba la ruta de NF-kB2 en la UUO. El paricalcitol impidié el aumento de los niveles de
RelB y su localizacion nuclear observados en riflones obstruidos (Figura 12A). Ademas, bloqueo el procesamiento
de p100/p52 y la translocacion nuclear de p52 y la actividad de union al ADN (Figuras 12A, 12B). Por el contrario, la
activacion de NF-kB1, evaluada mediante la fosforilacion de IkB-a y la actividad de unidén al ADN de p65/NF-kB, no
se modificé en rifiones obstruidos tratados con paricalcitol (Figura 12C). Es importante destacar que, en los rifiones
obstruidos, el paricalcitol impidié la infiltracion de células inflamatorias y el aumento de la expresion de factores
proinflamatorios, como CCL2, CCL5, IL6 (Figura 13B) y quimiocinas especificas reguladas por NF-kB2, incluidas
CCL21A y CCL19 (Figura 13C).

° El paricalcitol inhibe la ruta de NF-kB2, pero no la de NF-kB1, en la lesién renal aguda experimental inducida
por acido folico.

A continuacion, se investigo el efecto del paricalcitol y la contribucion relativa de la ruta de NF-kB2 al dafio renal
inducido por el acido folico (AF) en ratones. El paricalcitol solo bloqued la activacion de NF-kB2, segun lo
determinado por los niveles de RelB y p52, la translocacion nuclear y la actividad de uniéon al ADN de RelB (Figuras
14A, 14B, 14E) y la expresidon génica y proteica de las citocinas dependientes de NF-kB2, como CCL21A, asi como
otros factores proinflamatorios (Figuras 14F y 14G), mientras que la activacion de NF-kB1, evaluada mediante
fosforilacion de IkB-a, no se modificé (Figura 14C). Es importante destacar que el paricalcitol también impidid la
infiltracion de células inflamatorias renales (Figura 15). Estos datos sugieren que el paricalcitol protege de la lesion
renal inducida por el acido félico al inhibir la inflamacién y la ruta de NF-kB2 no candnica. Ademas, el paricalcitol
también restablecid los cambios en la funcion renal evaluados mediante los niveles séricos de BUN (Figura 14H), lo
que muestra el efecto beneficioso de este VDRA en la fase aguda del dafio renal en este modelo experimental de
lesion renal.

Ejemplo 2.10. El paricalcitol inhibe la ruta de NF-kB2 independientemente de MARSS

Para probar la hipétesis de que MARSS podria ser un receptor de VDRA, se bloqued MARSS mediante un enfoque
de silenciamiento génico. Las células HK2 se transfectaron con un ARNip de MARSS o un ARNip de control y luego
se pretrataron 0 no con paricalcitol antes de la estimulacion con TWEAK. En las células con MARSS silenciado, el
paricalcitol disminuyd la activacién de NF-kB2 inducida por TWEAK, lo que sugiere un efecto de paricalcitol
independiente de MARSS (Figura 16).
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REIVINDICACIONES
Método in vitro para detectar enfermedad renal que comprende:

a. determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas del paciente,

b. en el que si el nivel determinado en el paso (a) es estadisticamente inferior al nivel determinado en
sujetos de control sanos, esto es una indicacion de que el paciente padece enfermedad renal.

Método in vifro segun la reivindicacion 1, en el que la enfermedad renal se manifiesta clinicamente como
lesién renal aguda (LRA) o enfermedad renal cronica (ERC), o la enfermedad renal ha progresado a
enfermedad renal terminal (ERT).

Método in vitro para decidir o recomendar si se debe tratar a pacientes que padecen enfermedad renal con
analogos o derivados de la vitamina D que comprende:

a. determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas del paciente,

b. en el que si el nivel determinado en el paso (a) es estadisticamente inferior al nivel determinado en
sujetos de control sanos, se recomienda un tratamiento con analogos o derivados de la vitamina D.

Método in vitro para predecir la respuesta de pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento con
analogos o derivados de la vitamina D que comprende:

a. determinar al menos el nivel de proteina TRAF3 en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas de pacientes antes de la administracion del
analogo o derivado de la vitamina D,

b. en el que si el nivel determinado en el paso (a) es estadisticamente inferior al nivel de expresion
determinado tras la administracion de los analogos o derivados de la vitamina D, esto es una
indicacion de que el paciente responde al tratamiento.

Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, en el que la enfermedad renal se manifiesta
clinicamente como lesidn renal aguda (LRA) o enfermedad renal crénica (ERC), o la enfermedad renal ha
progresado a enfermedad renal terminal (ERT).

Método in vifro segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que el analogo o derivado de la
vitamina D se selecciona del grupo que comprende; paricalcitol, calcitriol, calcidiol, alfacalcidol, tacalcitol,
calcifediol, calcipotriol, maxacalcitol, doxercalciferol y/o falecalcitriol.

Uso in vitro del nivel de proteina TRAF3 determinado en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) aisladas de muestras de sangre obtenidas del paciente para detectar la enfermedad renal, para
predecir la respuesta de los pacientes que padecen enfermedad renal a un tratamiento con analogos o
derivados de la vitamina D, o para decidir o recomendar si se debe tratar a los pacientes que padecen
enfermedad renal con andlogos o derivados de la vitamina D.
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Figura 8 {cont.}
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Figura 9 {cont.}
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Figura 10

TWEAR

AN AN AN

Yehiouls

.
R

RO

Aty

1

YEEs)
e

£ e

&

Vehistdo TWEAK TWEAK sVIRA

34



ES 2 968 898 T3

Figura 10 (cont.)
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Figura 11
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Figura 11 {cont.)
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Figura 12
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Figura 13

NGO VDRA

CheVERA

NOb

+E010 SRB0)

jBUsl

{sanas i)

Nedv ap sa

f

=]

A

§

N

L

39



ES 2 968 898 T3

(Sa00A U}
FEUSd WUNMY 9D S8IBAIN

Figura 13 (cont.)

NOB+VDRA

Ra

Oh

s

ROy

40



ES 2 968 898 T3

Figura 14
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gura 14 {cont.)
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Figura 14 {cont.)

Yehiculn

Vehd ol

g %% g #4 4 5o Eo

N ERE 9}
gw“\..w'k\"

5o (sevan u} ., v W W w w a4
@ HOAYE 170 o (sa0on U}
2 BUSL UINMY 5D SSIRAIN

AF

43



ES 2 968 898 T3

Figura 14 {cont.)
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Figura
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Figura 16
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